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AM 真菌菌丝际细菌具有固氮解磷双重功能* 

石晶晶，张  林，江飞焰，王  晓，冯  固† 
（中国农业大学资源与环境学院，北京 100193） 

摘  要：为了认识和理解丛枝菌根真菌（AM 真菌）根外菌丝表面定殖的细菌是否同时具有固氮和解磷能力，从田间生长的

玉米菌根根外菌丝表面分离鉴定了固氮菌，评价了其固氮和解磷能力。从 AM 真菌根外菌丝表面分离出 23 株可在无氮培养

基中生长的细菌，分属于变形菌门（Proteobacteria）、厚壁菌门（Firmicutes）和放线菌门（Actinobacteria）下的 9 个不同的

属（Brevundimonas、Microbacterium、Sphingomonas、Paenibacillus、Variovorax、Xenophilus、Hydrocarboniphaga、Arthrobacter

和 Bacillus）；11 株细菌具有固氮酶活性，固氮酶活性最高值为（2.97  1.32）nmol·mg–1·h–1；12 株细菌具有活化有机磷的能

力，11 株细菌具有溶解难溶性无机磷的能力，其中 8 株细菌同时具有解有机磷和难溶性无机磷能力，并且解有机磷能力高

于解难溶性无机磷能力；16 株细菌具有分泌 IAA（吲哚乙酸）能力，IAA 分泌量最高值为（688.00  19.17）g·mL–1；6 株

细菌同时具备固氮酶活性、解有机磷、解难溶性无机磷和分泌 IAA 能力。上述结果表明，AM 真菌根外菌丝表面定殖有多

种具备固氮、解磷和促生能力的细菌，这些具有多重功能的细菌可能极大地扩展菌根途径吸收土壤养分的能力。 

关键词：丛枝菌根（AM）真菌；定殖；固氮菌；菌丝际；玉米；溶磷 
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Dual Functions of Bacteria Colonized on AM Fungal Hyphae – Fixing N2 and 
Solubilizing Phosphate 

SHI Jingjing, ZHANG Lin, JIANG Feiyan, WANG Xiao, FENG Gu† 

(College of Resources and Environmental Sciences, China Agricultural University, Beijing 100193, China) 

 

Abstract: 【Objective】The objectives of this study were to investigate whether the bacteria colonized on the surface of 

extraradical hyphae of arbuscular mycorrhizal (AM) fungi do have the dual functions of N2 fixation and phosphates solubilization. 

AM fungi release through extraradical hyphae exudates that are rich in carbohydrates and hence provide a habitat for bacteria to 

colonize in. The interaction between AM fungi and bacteria in the hyphosphere has been found to promote mineralization of 

organic phosphorus and organic nitrogen, enhance nutrient acquisition of AM fungi, and further improve nutritional status of the 

host plant. However, it remains unclear whether the bacteria colonized on the surface of extraradical hyphae of AM fungi do have 

the dual functions of N2 fixation and phosphate solubilization. 【Method】AM fungal hyphae were collected with PVC tubes and 

nylon mesh in a maize field, and then N2-fixing bacteria colonized on the surface of extraradical hyphae of AM fungi were 
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isolated with a nitrogen-free selective medium, purified for DNA extraction and identified through 16S rRNA gene sequencing. 

NifH gene of the bacterial DNA was amplified with specific primers. Nitrogenase activity of the N2-fixing bacteria was 

determined via acetylene reduction assay, phosphorus solubilizing ability was by measuring the diameter of the bacteria colony 

and phosphorus solubilizing halo in NBRIP solid medium, and IAA (Indoleacetic acid) secretion ability was with the Salkowski 

colorimetric method. 【Result】Twenty-three strains of N2-fixing bacteria, capable of surviving in N-free media, were isolated 

from the surface of AM fungal hyphae, and sorted into nine different genera (Paenibacillus and Bacillus in Firmicutes; 

Microbacterium and Arthrobacter in Actinobacteria; Sphingomonas, Brevendimonas, Variovorax, Xenophilus and 

Hydrocarboniphaga in Proteobacteria), among which, bacteria in Brevendimonas (six strains, accounting for 26% of the total) and 

Microbacterium (six strains, for 26%) were the highest in relative abundance; eleven strains showed nitrogenase activity, peaking 

up to (2.97  1.32) nmol·mg–1·h–1; twelve strains did the ability to solubilize organic phosphorus (phytin); eleven strains did the 

ability to solubilize sparingly soluble inorganic phosphates (tricalcium phosphate); eight strains did the ability to solubilize both 

phytin and tricalcium phosphate, with the former being higher than the latter; sixteen strains did the ability to secrete IAA, 

peaking up to (688.00  19.17) g·mL–1; and six strains did all the functions, nitrogenase activity, phytin solubilization, sparingly 

soluble inorganic phosphates solubilization, and IAA secretion, and they belong to five different genera (Brevundimonas, 

Microbacterium, Sphingomonas, Paenibacillus, and Arthrobacter) and among them, Paenibacillus was the highest in ability of N2 

fixation, sparingly soluble phosphates solubilization, and IAA secretion. 【Conclusion】A variety of strains of bacteria with 

nitrogen-fixing, sparingly soluble phosphates-solubilizing and growth-promoting ability are found colonized on the surface of 

extraradical hyphae of AM fungi in the maize field. These bacteria with multiple functions may have the ability to greatly expand 

the pathways for mycorrhizae to absorb nutrients in the soil. 

Key words: Arbuscular mycorrhizal (AM) fungi; Colonization; N2-fixing bacteria; Hyphosphere; Maize; Phosphorus 

solubilization 

植 物 获 取 土 壤 养 分 由 根 系 直 接 途 径 （ direct 

pathway）和菌根途径（mycorrhizal pathway）两个

相 互 独 立 的 吸 收 途 径 共 同 完 成 。 丛 枝 菌 根 真 菌

（arbuscular mycorrhizal fungi，以下简称 AM 真菌）

的一端定殖于植物根系皮层细胞内，通过丛枝结构

与宿主植物进行物质交换，另一端的根外菌丝穿越

根际养分耗竭区，扩大根系吸收养分（例如磷）的

空间范围[1]，从而提高植物对土壤养分的利用率。植

物体内大约 20%的光合产物分配至 AM 真菌体内[2]，

一部分用于 AM 真菌自身的生长代谢，另一部分以

富含碳水化合物的形式从根外菌丝分泌至土壤中，

菌丝分泌物中的低分子量有机物（包括果糖、葡萄

糖、二聚糖、低聚寡糖、糖原和有机酸等）能够诱

导包括解磷细菌在内的某些细菌类群在菌丝附近或

表面定殖[3-4]，形成菌丝际细菌。菌丝际细菌利用来

自宿主植物的光合产物生存，同时参与土壤有机氮

矿化、磷形态转化和生物周转过程，并通过菌丝将

矿质养分元素运输至植物体内[5-7]。目前对菌丝际细

菌的研究大多集中于描述菌丝际细菌的群落结构及

其影响因素[8-9]，而对于菌丝际细菌的生态功能了解

较少。 

生物固氮是氮素循环中的重要过程，也是自然

生态系统中有效氮的主要来源，据联合国粮食及农

业组织统计，地球上结合态氮总量的 70%来源于生

物固氮[10]。可以进行生物固氮的是固氮细菌和古细

菌[11]，根据其与植物的关系，固氮菌可分为共生固

氮菌、联合固氮菌和自生固氮菌。固氮菌通过体内

固氮酶催化生物固氮过程，nifH 基因是编码固氮酶

铁蛋白的基因，也是普遍用于鉴定环境中固氮菌的

分子印迹[12]。前人研究发现，菌丝际可能存在一些

常见的固氮菌种类[13-14]，AM 真菌的孢子中存在内

生固氮菌，可能通过与固氮菌共生从生物固氮中获

益，孢子内生固氮菌可能在孢子萌发过程中迁移至

菌丝表面，成为菌丝际固氮菌[15-16]。然而，在生态

系统中，菌丝际是否存在固氮菌定殖及其固氮能力

特点尚不清楚。由于生态系统中有效磷缺乏，限制

植物和微生物的生长，如果菌丝际定殖的细菌同时

具备固氮和解磷双重功能，那将对菌根途径获取氮

磷元素具有重要意义。但是，迄今尚未有类似的研

究报道。 
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本研究的目的是在田间原位条件下，探究侵染

玉米根系的 AM 真菌根外菌丝表面是否存在具有固

氮能力的细菌定殖，这类细菌是否同时具备溶解土

壤难溶性磷的能力，从而揭示菌丝际细菌的功能多

样性，为进一步理解菌根途径对宿主植物氮磷营养

的贡献机制提供依据。 

1  材料与方法   

1.1  菌丝收集   

菌丝收集在福建省漳州市诏安县正禾有机农场

（23°44′N，117°10′E）的酸性赤红壤和北京市上庄实

验站（40°08′N，116°11′E）的石灰性潮土中进行，

宿主植物均为玉米。福建漳州的赤红壤中采用 PVC

（聚氯乙烯）管收集菌丝方式（图 1），在玉米根系

附近土壤中埋入两侧带有 30 m 尼龙膜的 PVC 管

（直径 10 cm，高度 12 cm），根系不能通过但菌丝可

以通过，并在 PVC 管内放置 0.45 m 的尼龙膜，使

AM 真菌菌丝能够贴膜生长。埋入 3 个月后，将 PVC

管从田间取出，取出 0.45 m 膜，剪碎后置于装有

灭菌水的培养皿中，在体视镜（SZX7，OLYMPUS，

日本）下用镊子挑出菌丝。北京上庄的潮土中同样

采用 PVC 管（直径 15 cm，高度 10 cm）方式收集

菌丝，但无内置 0.45 m 的尼龙膜，PVC 管中土壤

为菌丝室土壤。埋入 3 个月后，将带有尼龙膜的 PVC

管从田间取出，用无菌水清洗菌丝室土壤，然后过

500 目筛，收集足量的菌丝。将收集到的菌丝浸泡

在无菌水中，在体视镜下用镊子挑取菌丝，置于 4

℃冰箱中保存备用，保存时间不超过一周。 

 

图 1  聚氯乙烯（PVC）管收集菌丝示意图 

Fig. 1  Sketch of polyvinyl chloride（PVC）tubes used to collect AM 

fungal hyphae 

1.2  菌丝表面可培养固氮菌分离与纯化   

本试验中，将能够在无氮培养基中生长的细菌

定义为固氮菌，nifH 基因检测和固氮酶活性测定作

为补充指标。在体视镜下用火焰灼烧灭菌过的镊子

挑取保存的 AM 真菌菌丝，放入分离筛选无氮培养

基中，在 28℃培养箱中培养 10 d，在分离筛选无氮

培养基上连续进行 3 代选择培养，获得固氮能力稳

定的细菌，然后在 LB 固体培养基（Luria-Bertani

培养基）上进行分离纯化，得到纯菌落。对分离纯

化得到的菌株进行革兰氏染色，在显微镜下放大

1 000 倍观察细菌的颜色、形态和大小，操作步骤主

要包括：涂片固定-结晶紫初染-碘液媒染-酒精脱色-

番红复染-油镜观察。呈紫色的为革兰氏阳性菌，呈

红色的为革兰氏阴性菌。 

分离筛选无氮培养基组分（1 L 体系）：20 g 蔗

糖（sucrose）、0.1 g 磷酸氢二钾（K2HPO4）、0.4 g

磷 酸 二 氢 钾 （ KH2PO4 ）、 0.2 g 七 水 合 硫 酸 镁

（MgSO4·7H2O）、0.01 g 氯化钠（NaCl）、0.01 g 氯化

铁（FeCl3）、0.002 g 二水合钼酸钠（Na2MoO4·2H2O）、

14 g 琼脂粉（agar powder）。 

1.3  菌株鉴定   

对分离筛选出的纯化菌株进行细菌 DNA 提取、

nifH 基因检测和 16S rRNA 基因测序，鉴定固氮菌

株种类。首先使用细菌基因组 DNA 提取试剂盒

（TIANGEN，目录号：DP302）提取固氮菌 DNA，

提取的 DNA 用超微量核酸蛋白分析仪（Biodropsis 

BD-1000，五洲东方，中国）检测纯度和浓度，–20 ℃

保存。 

nifH 基因检测采用巢式 PCR 进行两轮扩增[17]。

第一轮扩增反应体系 25 L：2 L DNA 模板、12.5 L 

Premix Taq、正反引物（PolR 和 PolF，见表 1）各

0.5 L（10 mol·L–1）、1 L 牛血清蛋白（0.1% BSA）、

8.5 L ddH2O。反应过程：95℃预变性 5 min；55℃

退火 30 s，72℃延伸 30 s，94℃变性 30 s，循环 30

次；72 ℃延伸 10 min。第二轮扩增反应体系 50 L：

1 L 第一轮扩增产物、25 L Premix Taq、正反引

物（PolR 和 PolF-GCb）各 1 L（10 mol·L–1）、2 L

牛血清蛋白（1% BSA）、20 L ddH2O。反应过程：

95℃预变性 5 min；60℃退火 30 s，72℃延伸 30 s，

94℃变性 30 s，循环 30 次；72℃延伸 10 min。 

 16S rRNA 基因测序前用 16S 通用引物扩增条
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带。反应体系 25 L：3 L DNA 模板、12.5 L Premix 

Taq、正反引物各 0.4 L（100 mol·L–1）、0.5 L 牛

血清蛋白（0.1% BSA）、8.2 L ddH2O。反应过程：

95℃预变性 3 min；95℃变性 20 S，60℃退火 20 S，

72℃延伸 75 s，循环 35 次；72℃延伸 5 min。扩增

产物在北京擎科新业生物技术有限公司完成测序和

拼接，将固氮菌 16S rRNA 基因序列在 NCBI（美国

国 家 生 物 技 术 信 息 中 心 ） 官 网 的 Blast 程 序

（https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）中进行同源

性比对分析，查找出 14 条相近的细菌 16S rRNA 基

因 序 列 ， 用 MEGA 软 件 （ 版 本 5.2 ）， 采 用

Neighbor-joining 方法（邻接法），“p-distance”（p 距

离模型）方式，自展 1 000 次构建系统发育树。 

1.4  菌株固氮酶活性测定   

采用乙炔还原法测定固氮菌的固氮酶活性，具

体方法为：首先在 LB 液体培养基中对菌株进行两

次活化，活化后的菌液经过离心收集菌体，灭菌水

清洗 2～3 次，用测酶活限氮培养基悬浮洗涤后的菌

体，并调节 OD 值（  600 nm）约为 0.4，取 3.2 mL

菌液加入 20 mL 厌氧管，用抽真空装置抽出空气并

充入氮气，抽充 6 次以尽量排出管内的氧气，然后

向厌氧管中注射 1.68 mL 的乙炔气体，在 37℃，

220 r·min–1 的条件下胁迫培养 3～4 d，用微量进样

针取 100 L 的管内气体注入气相色谱仪（GC-2010 

Plus，岛津，日本）测定乙烯含量。完成乙烯测定

后，使用考马斯亮蓝法测定菌体蛋白含量，计算得

到固氮菌的固氮酶活性，单位为 nmol·mg–1·h–1（nmol

为 C2H4 单位，mg 为菌体蛋白单位，h 为胁迫培养

时间单位）。 

测酶活限氮培养基组分（1 L 体系）：26 mg 二

水合氯化钙（CaCl2·2H2O）、30 mg 七水合硫酸镁

（ MgSO4·7H2O ）、 0.33 mg 一 水 合 硫 酸 锰

（ MnSO4·H2O ）、 7.6 mg 二 水 合 钼 酸 钠

（Na2MoO4·2H2O）、3.4 g 磷酸二氢钾（KH2PO4）、

26.3 g 十二水合磷酸氢二钠（Na2HPO4·12H2O）、

36 mg 柠 檬酸铁（ C6H5O7Fe·xH2O）、 4 g 葡萄糖

（glucose）、0.3 g 谷氨酸（L‐Glutamic acid）、10 g

生物素（Biotin）、10 g 对氨基苯甲酸（C7H7NO2）。 

表 1  本研究使用的引物 

Table 1  Primers used in this study 

引物名称 Primers 序列（5'-3'） Sequence（5'-3'） 描述 Description 

PolR ATSGCCATCATYTCRCCGGA 扩增 nifH 基因 Amplify nifH gene 

PolF TGCGAYCCSAARGCBGACTC 扩增 nifH 基因 Amplify nifH gene 

PolF-GCb 
CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGGCCCGCCGCCCCC

GCCCCTGCGAYCCSAARGCBGACTC 
扩增 nifH 基因 Amplify nifH gene 

27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 扩增 16S rRNA 基因 Amplify 16S rRNA gene 

1492R GGTTACCTTGTTACGACTT 扩增 16S rRNA 基因 Amplify 16S rRNA gene 

R = A/G；Y = C/T；S = G/C  

 

1.5  菌株解磷能力检测和分泌吲哚乙酸（IAA）

能力测定 

利用 NBRIP 固体培养基（National Botanical 

Research Institute's phosphate growth medium）通过

平板溶磷圈法检测固氮菌株的溶磷能力，具体方法

为：首先在 LD 液体培养基中对菌株进行两次活化， 

活化后的菌液经过离心收集菌体，灭菌水清洗 2～3

次，灭菌水悬浮洗涤后的菌体，并调节 OD 值（  

600 nm）约为 0.4，吸取 5 L 菌液滴加入 NBRIP 固

体培养基的平板上，30℃恒温培养 2～3 d，测定菌

落直径（d）和溶磷圈直径（D），并计算比值（D/d），

比值大小反映菌株的溶磷能力。 

利用 Salkowski 比色法 [18]测定固氮菌株分泌

IAA 的能力，具体方法为：菌株活化、洗涤方法同

上，用灭菌水悬浮洗涤后的菌体，并调节 OD 值（ 

 600 nm）约为 0.4，取 100 L 菌液加入 20 mL King

培养液，30℃，160 r·min–1 培养 3 d，将培养液离心，

吸取 2 mL 上清，加入 2 mL Salkowski 比色液，在
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黑暗中静置 30 min，立即测定 OD（  530 nm）值，

根据 IAA 标准曲线计算出菌株分泌 IAA 的量。 

1.6  数据处理 

试验数据均采用 Excel 2016 进行整理，采用

SPSS 21.0 进行数据分析。对固氮酶活性数据和分泌

IAA 能力数据先进行方差同质性检验（Levene’s 检

验），随后进行单因素方差分析和 LSD 法（最小显

著差异法）多重比较（P  0.05）。采用 MEGA 软件

（版本 5.2）构建系统发育树。 

2  结  果 

2.1  菌丝表面分离筛选固氮菌的鉴定 

本研究分离筛选出 23 株能够在无氮培养基上生

长的固氮菌株。进而提取其 DNA 进行了 nifH 基因检

测（图 2），一部分菌株扩增出 400 bp 左右的目标条

带。随后对固氮菌的 16S rRNA 基因序列进行系统发

育树构建（图 3），结果表明 23 株固氮菌属于 3 个门

下的 9 个不同属（表 2），在门水平上：Proteobacteria

（13 株，56.5%）相对丰度最高，其次是 Actinobacteria

（7 株，30.4%），相对丰度最低的是 Firmicutes（3 株，

13%）。在属水平上：Brevundimonas（6 株，26%）

和 Microbacterium（6 株，26%）相对丰度最高，其

次是 Sphingomonas（4 株，17.4%）、Paenibacillus（2

株，8.7%）、Variovorax（1 株，4.3%）、Xenophilus

（1 株，4.3%）、Hydrocarboniphaga（1 株，4.3%）、

Arthrobacter（1 株，4.3%）和 Bacillus（1 株，4.3%）。 

 

图 2  nifH 基因扩增序列 

Fig. 2  nifH gene amplification sequence 

表 2  菌丝表面筛选出的固氮菌及其所属门属 

Table 2  N2-fixing bacteria isolated from the surface of AM fungal extraradical hyphae 

门 Phylum 属 Genus 菌株代号 Strain code 

Brevundimonas SZ-1、SZ-3、SZ-5、SZ-13、SZ-14、SZ-20 

Sphingomonas SZ-8、SZ-17、SZ-19、SZ-22 

Variovorax SZ-6 

Xenophilus SZ-7 

Proteobacteria 

Hydrocarboniphaga SZ-10 

Microbacterium ZZ-12、SZ-4、SZ-9、SZ-15、SZ-16、SZ-21 Actinobacteria 

Arthrobacter ZZ-15 

Paenibacillus ZZ-1、ZZ-3 Firmicutes 

Bacillus ZZ-6 

注：SZ 是上庄缩写，ZZ 是漳州缩写。 Note：SZ is the acronym of Shangzhuang，and ZZ is that of Zhangzhou. 
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注：本研究所得菌株序列用菌株编号表示，美国国家生物技术信息中心（NCBI）数据库中的序列用登录号表示。比例尺表示

2%的序列变异。 Note：Strain codes represent the sequences of strains obtained in this study，and accession numbers stand for the sequences 

cited from NCBI database. The scale bar represents 2% of sequence divergence. 

 
图 3  菌丝表面筛选出的固氮菌 16S rRNA 基因序列系统发育树 

Fig. 3  Phylogenetic tree of 16S rRNA gene sequences of N2-fixing bacteria isolated from the surface of AM fungal hyphae 

2.2  固氮菌的固氮酶活性 

利用乙炔还原法检测了分离出的 23 株固氮菌

的固氮酶活性，11 株细菌检测到固氮酶活性（图 4）。

其中，类芽孢杆菌（Paenibacillus）ZZ-3 和鞘脂菌

（Sphingomonas）SZ-8 的固氮酶活相对较高，分别为

2.97 和 2.92 nmol·mg–1·h–1。节杆菌（Arthrobacter）

ZZ-15 和短波单胞菌（Brevundimonas）SZ-1 的固氮

酶活性相对较低，分别为 0.096 和 0.095 nmol·mg–1·h–1。 

2.3  固氮菌的解磷能力和分泌 IAA 能力  

采用平板溶磷圈法定性检测到 12 株固氮菌具

有 活 化有 机磷 的 能力 （表 3），其中 类 芽孢 杆菌

（Paenibacillus）ZZ-1 解植酸钙能力最高，D/d 值为

3.58  0.22。11 株固氮菌具有溶解难溶性无机磷的

能力，其中类芽孢杆菌（Paenibacillus）ZZ-3 解磷

酸三钙能力最强，D/d 值为 2.77  0.13。8 株固氮菌 

 

注 ： SZ/ZZ数 字 是 固 氮 菌 的 菌 株 代 号 。 下 同 。 Note：

SZ/ZZnumber represents strain code of the N2-fixing bacteria. The 
same below. 

 
图 4  固氮菌株固氮酶活性 

Fig. 4  Nitrogenase activity of N2-fixing bacteria strains 



5 期 石晶晶等：AM 真菌菌丝际细菌具有固氮解磷双重功能 1295 

 

http://pedologica.issas.ac.cn 

表 3  平板法测定固氮菌株溶磷圈直径和菌落直径比值 

Table 3  Ratio of the diameters of phosphorus solubilizing halo（D）and colony（d）of the N-fixing bacteria strains（meanSE，n4） 

属名 

Genus 

菌株代号 

Strain code 

溶解植酸钙能力（D/d） 

Phytin solubilizaion（D/d） 

溶解磷酸三钙能力（D/d） 

Ca3（PO4）2 solubilization（D/d） 

SZ-1 1.50  0.09 0 

SZ-3 0 1.88  0.24 

SZ-13 2.15  0.05 1.27  0.03 

SZ-14 1.90  0.06 1.28  0.03 

Brevundimonas 

SZ-20 1.38  0.04 0 

Sphingomonas SZ-8 3.17  0.16 1.15  0.02 

Variovorax SZ-6 2.57  0.04 1.24  0.07 

Xenophilus SZ-7 1.51  0.05 0 

SZ-9 2.14  0.34 1.26  0.13 

SZ-21 2.69  0.07 1.71  0.05 

Microbacterium 

ZZ-12 1.41  0.07 0 

Arthrobacter ZZ-15 2.94  0.16 1.39  0.03 

ZZ-1 3.58  0.22 1.40  0.02 Paenibacillus 

ZZ-3 0 2.77  0.13 

Bacillus ZZ-6 0 1.96  0.05 

 

同时具有解有机磷和难溶性无机磷的能力，并且解

有机磷的能力高于解难溶性无机磷的能力。利用

Salkowski 比色法测定到 16 株固氮菌具有分泌 IAA

能力（图 5），其中类芽孢杆菌（Paenibacillus）ZZ-1

分泌 IAA 能力最强，IAA 分泌量为 688 g·mL–1，

16 株能够分泌 IAA 的菌中包括 11 株检测到固氮酶

活性的细菌。 

同时具备固氮酶活性、解有机磷、解难溶性无

机磷和分泌 IAA 能力的菌株有 6 株（图 6），分别为

短波单胞菌（Brevundimonas）SZ-13 和 SZ-14、微

杆 菌 （ Microbacterium ） SZ-9 、 鞘 脂 单 胞 菌

（Sphingomonas）SZ-8、类芽孢杆菌（Paenibacillus）

ZZ-1 和节杆菌（Arthrobacter）ZZ-15。 

3  讨  论   

3.1  AM 真菌菌丝际存在固氮菌定殖 

AM 真 菌 的 菌 丝 际 和 孢 子 中 普 遍 有 细 菌

定 殖 [ 1 3 ， 1 9 ] 。研究表明，菌丝际存在解磷细菌、脱

硫细菌、氨氧化细菌、反硝化细菌等功能细菌。AM

真菌与这些功能细菌互作可促进有机形态磷、氮和

硫的矿化，通过根外菌丝运输至宿主植物体内，同

时对土壤矿质元素循环转化过程产生影响[5，20-24]。

因此，菌丝际微生物研究成为近年来土壤学、植物

营养学和微生物生态学研究领域的热点。但是在农

田生态系统中，AM 真菌根外菌丝表面是否定殖有

固氮菌，以及这些固氮菌种类和功能特点的相关研

究尚未见报道。本研究从田间玉米菌根的根外菌丝

表面分离筛选出 23 株分布于 9 个不同属的固氮菌， 

 

图 5  固氮菌株分泌 IAA 的能力 

Fig. 5  Ability of N2-fixing bacteria strains to secrete IAA 
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其中，11 株细菌具有固氮酶活性；12 株细菌具有活

化有机磷的能力，11 株细菌具有溶解难溶性无机磷

的能力；16 株细菌具有分泌 IAA 的能力，6 株细菌

同时具有固氮酶活性、解有机磷、解难溶性无机磷

和分泌 IAA 的能力（图 6）。就总数而言，筛选到

23 株细菌确实不多。这可能是由于无氮培养基的选

择性过强，不适宜大多数细菌生长。此外，尽管样

品采自福建赤红壤和北京石灰性潮土两种不同类型

的土壤，但是在结果分析中并未比较土壤类型所导

致的差异。这是因为分离筛选出的菌株样本量小，

代表性不够。进一步的工作需要在更多的植物-土壤

系统中开展大样本采样和分离筛选。 

 

图 6  具有固氮、解植酸钙、解磷酸三钙和分泌 IAA 功能

的菌株数量韦恩图 

Fig. 6  Venn diagram of numbers of strains of bacteria capable of N2 
fixation，phytin solubilization，Ca-P solubilization and IAA 

production 

3.2  菌丝际细菌对 AM 真菌具有重要作用 

菌丝际细菌对 AM 真菌的促生作用很早就引起

人们的关注，Hildebrandt 等[25]发现类芽孢杆菌属的

细 菌 具 有 促 进 AM 真 菌 形 成 孢 子 的 作 用 。

Mansfeld-Giese 等 [26]从侵染黄瓜根系的 AM 真菌

Glomus intraradices 的菌丝际分离细菌时发现，类芽

孢杆菌属细菌（Paenibacillus spp.）的分离菌株数量

最 多 。 Andrade 等 [27] 从 三 种 AM 真 菌 （ Glomus 

etunicatum、Glomus intraradices 和 Glomus mosseae）

菌丝际土壤中分离得到的菌株大多是节杆菌属和芽

孢杆菌属细菌。Zhang 等[28]采用高通量测序技术分

析了田间条件下侵染玉米的 AM 真菌菌丝际细菌群

落结构发现，根瘤杆菌属的细菌相对丰度最高，相

对丰度在 50%以上。本研究从田间玉米菌根根外菌

丝表面分离筛选到的菌株中，相对丰度最高的是短

波单胞菌属（6 株，26%）和微杆菌属细菌（6 株，

26%），同时也分离到 2 株类芽孢杆菌（ZZ-1 和

ZZ-3）、1 株芽孢杆菌（ZZ-6）和 1 株节杆菌（ZZ-15），

相对丰度分别为 8.7%、4.3%和 4.3%（表 2）。其中，

类芽孢杆菌属细菌的固氮能力、解磷能力和分泌

IAA 能力均较强。这表明，类芽孢杆菌与 AM 真菌

之间存在较为紧密的联系，可能在 AM 真菌生长发

育过程中发挥重要作用。此外，采用传统分离培养

方法获取菌丝际细菌有一定局限性，不能很好地反

映菌丝际的优势菌群，结合不依赖培养的测序方法

可更好地认识和理解菌丝际细菌的群落组成。 

3.3  菌丝际固氮菌与根际固氮菌有一定的差异和

共同点 

禾本科植物根际的自生和联合固氮菌对植物的

氮营养有显著的贡献。水稻根际的联合固氮菌贡献

率占植物全氮的 20%～25%[29-30]，联合固氮菌对甘

蔗的氮贡献可达 60%[31]。玉米根际存在联合固氮菌

和 自 生 固 氮 菌 定 殖 ， 常 见 固 氮 菌 有 肠 杆 菌

（Enterobacter spp.）、拉恩氏菌（Rahnella aquatilis）、

类芽孢杆菌（Paenibacillus azotofixans）、芽孢杆菌

（Bacillus circulans）、固氮螺菌（Azospirillum spp.）、

草螺菌（Herbaspirillum seropedicae）和克雷伯氏菌

（Klebsiella sp.）[32-33]。本研究从侵染玉米根系的 AM

真菌根外菌丝表面分离筛选到的固氮菌中，包括玉

米根际常见的类芽孢杆菌和芽孢杆菌，此外，还分

离 出 玉 米 根 际 不 常 见 的 短 波 单 胞 菌 属

（Brevundimonas）、微杆菌属（Microbacterium）和鞘

脂单胞菌属（Sphingomonas）细菌（图 3），这表明

AM 真菌菌丝表面定殖的固氮菌与根际定殖的固氮

菌种类存在一定的差异。固氮菌对不同碳源的感知和

趋化不同[34]，因此，菌丝分泌物与根系分泌物组成

成分的差异可能是造成根际和菌丝际固氮菌种类差

异的原因[27]。禾本科植物根际的固氮菌通过生物固

氮和促生作用两种方式对宿主氮营养做出贡献[35]。

本试验筛选到的固氮菌中包括类芽孢杆菌属、芽孢

杆菌属、节杆菌属和短波单胞菌属的细菌，这些属

的细菌被报道具有促生能力[17]，因此，本研究对筛

选菌株进行了分泌 IAA 能力的测定，发现 16 株固

氮菌具有分泌 IAA 的能力，并且类芽孢杆菌属的菌

株分泌 IAA 能力最强，为 688 g·mL–1（图 5）。这

表明 AM 真菌菌丝表面的固氮菌也可能同时发挥固

氮作用和促生作用。 
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3.4  菌丝际细菌的多重功能性具有重要意义 

自然界土壤中有效氮磷浓度和含量有限，是植

物和土壤微生物生长的重要限制因素。菌丝表面同

时定殖具有固氮、解磷和促生能力的细菌，甚至同

一菌株兼具上述三种能力，这体现了菌根途径微生

物组的功能多样性。菌丝际细菌同时具备固氮和解

磷功能至少有如下益处：（1）增强细菌自身对环境

的适应性（低磷低氮水平的土壤），维持细菌群落的

稳定[36]；（2）多功能性的菌丝际细菌与 AM 真菌互

作可更好地发挥对宿主植物营养状况的改善作用。

例如，在土壤有效氮水平较低时，细菌通过生物固

氮作用获取氮素，并可能将固定的氮以 NH4
+的形式

分泌出来，被菌丝吸收，进而通过菌丝运输至宿主

植物体内；在土壤有效磷水平较低时，细菌通过分

泌有机酸或者磷酸酶活化难溶性无机磷和有机磷，

促进 AM 真菌根外菌丝对磷的获取和吸收，进而起

到改善宿主植物磷营养状况的作用；（3）菌丝表面

的细菌可沿菌丝移动[37]，迁移至养分斑块活化有机

氮、有机磷和难溶性无机磷，增强菌丝对养分的吸

收和利用率；部分细菌则可能迁移至根际，成为根

际促生菌，直接发挥促进植物生长的作用。 

4  结  论   

农田生态系统中的 AM 真菌根外菌丝表面普遍

存在多种固氮菌定殖，这些固氮菌具有固氮解磷双

重功能，并且大多具有分泌 IAA 的促生能力。宿主

植物、AM 真菌和菌丝际细菌三者之间可能存在协

同作用，菌丝际细菌在 AM 真菌生长发育过程，以

及 AM 真菌与宿主植物交换营养物质过程中发挥重

要作用，在作物生产中具有潜在的应用价值。 
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